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人造板材释放的甲醛所致遗传毒性的研究
刘　杰 , 姚汉超 , 陈茂林 , 刘宏亮 , 王光学 , 严　彦 , 杨　旭 3

　(华中师范

大学生命科学学院 ,武汉　430079)

摘要 :进行了两方面的 DNA 损伤实验 : (1)采用 SCGE技术进行体外实验 ,观察甲醛对大鼠肝细胞和人血淋巴细胞 DNA 损伤

作用 ; (2) 采用微核技术进行体内实验 ,观察甲醛对活体小鼠的骨髓嗜多染红细胞的微核率诱导作用. 结果表明在浓度为

1124 mgΠm3 、3. 71 mgΠm3 时 ,不论是体内还是体外实验 ,甲醛对细胞 DNA 都有明显的损伤作用. SCGE 实验结果还表明 ,高浓

度的甲醛可能引起 DNA 交联.
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A study on the genetic toxicity of formaldehyde emitted from wood2based

panels
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Abstract : In order to understand the genetic toxicity of formaldehyde emitted from wood2based panels the studies were carried out on cell DNA

damages : (1) Single cell gel electrophoresis (SCGE) test in vitro on rat liver cells and human lymphocytes. (2) Micronucleus test in vivo on

mice marrow cells. The results showed that , whether in vitro or in vivo test , there were significant DNA damage in these cells at the concentra2

tions of 1124 mgΠm3 and 3171 mgΠm3 . The higher of formaldehyde concentration may lead to the crosslinks of DNA.
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室内装修带来的室内空气污染及其对人体健康的危害 ,已经成为引人关注的环保问题.

在诸多的室内污染物中 ,甲醛以其来源广、毒性大、污染水平高、污染时间长等特点 ,已成为我

国最重要的室内空气污染物之一. 本文通过对体外 SCGE实验和体内微核实验的数据分析 ,探

讨了人造板材释放的不同浓度气态甲醛的遗传毒性.

1 　实验部分

1. 1 　材料与试剂

人体外周血淋巴细胞由本实验室制备 ,方法后述. Wistar 级大白鼠 (雄性 ,体重 400 —500

g)和 SPF 级昆明纯系小鼠 (雄性 ,体重 20 —25 g) 购自湖北省防疫站动物实验中心. 小牛血清

(上海普飞生物制品公司) 、正常熔点琼脂糖 (NMA) (Amresco 公司) 、低熔点琼脂糖 (LMA)

(Promego 公司) Na2EDTA(BIB 公司) 、十二烷基肌氨酸钠 (Amresco 公司) 、溴化乙锭 ( E. B) (Sig2
ma 公司) 、二甲基亚矾 (DMSO) (Amresco 公司) 、Tris (Amresco 公司) 、肝素钠 (徐州万邦生物公

司) 、Triton X2100 (Amresco 公司) , KH2 PO4 、HCl、NaOH、NaCl、KCl、Na2 HPO4 ·2H2O、MgSO4 ·7H2O、

CaCl2 (无水) 、葡萄糖、H2O2 均为分析纯. 淋巴细胞分离液 (上海试剂二厂) .

第 23 卷第 5 期
2003 年 9 月

环 　境 　科 　学 　学 　报
ACTA SCIENTIAE CIRCUMSTANTIAE

Vol. 23 ,No. 5
Sep. ,2003



1. 2 　仪器设备

DYY2Ⅲ7B 型电泳仪 (北京六一仪器厂) ;荧光显微镜 (OLMPUS) ;4160 型甲醛分析仪 ( Inter2
scan corporation) ;小型环境气候舱 WH22 型 (武汉宇信公司) ;Nikon E2600 微分干涉显微镜 ;Ni2
kon Type 9500 数码成像系统 ;磨砂载玻片 (自制) ,其他常规实验设备.

1. 3 　实验过程

1. 3. 1 　实验材料的获取 　人体淋巴细胞获取 :取 2 名健康男性静脉血各 2 mL ,肝素抗凝. 将

血沿管壁缓缓加入内有 2 mL 淋巴细胞分离液的离心管中 ,水平离心机上离心 ,2000 rΠmin ,30

min ,收集淋巴细胞加 hank 液混匀 ,制成 10
5ΠmL 细胞悬液. 所得细胞用 014 %台酚蓝染色以检

测存活率.

大鼠肝细胞获取 :大鼠经断颈处死后 ,胸腹部皮肤消毒后 ,开腹腔取出肝脏 ,用磷酸盐缓冲

液 (PBS)洗去血迹 ,用无菌眼科剪剪成糜状 ,反复漂洗 ,然后用 4 层纱布滤去碎组织 ,600 rΠmin

离心 5 min ,用 PBS如此离心洗涤 3 次. 将细胞悬浮于 5 mL PBS 中至所需浓度. 所得细胞用

014 %台盼蓝染色以检测存活率.

1. 3. 2 　仿真染毒方案 　用于染毒的甲醛气体在 WH22 小型智能型环境气候舱中 ,用装载真实

人造板材的方法进行配制 ,指示污染物定为甲醛. 输出气体中甲醛浓度依靠装载人造板材的

数量进行调节 ,并可以持续稳定地输出某一浓度的染毒气体 ;实验动物或细胞采用气体灌流染

毒[1 ]
,以模仿真实的暴露方式. 染毒气体中甲醛浓度由 4160 型甲醛分析仪测定.

体内实验动物染毒 :将 15 只小鼠 ,随机分为 3 组 (对照组和甲醛处理组) ,每组 5 只小鼠.

实验采用吸入式染毒 ,处理组在 814 L 玻璃染毒缸中动态染毒 72 h ,染毒缸进气口甲醛浓度为

1124 mgΠm
3 (23 ℃)和 3171 mgΠm

3 (23 ℃) . 染毒期间 ,动物可以自由进食和饮水 ;对照组也在同样

的染毒缸中吸入经过滤的新鲜空气.

体外实验细胞染毒 :将盛有细胞的培养皿直接放置于环境气候舱中 ,将舱气温调节至

37 ℃,舱湿度调节至 45 % ,实现气体灌流 ,染毒时间为 1 h. 甲醛浓度分别 1124 mgΠm
3 和 3171

mgΠm
3
. 另取末经染毒的细胞进行阴性对照实验.

图 1 　未受损伤细胞单细胞凝胶电泳图

Fig. 1 　Photomicrograph of single cell electrophoresis

in an damaged and damaged cells

1. 3. 3 　单细胞凝胶电泳和微核试验方法 　单细胞凝胶电泳实验参照秦榛华和 Singh 方法进

行[2 ,3 ] . 实验步骤包括 :制片、裂解、解旋、电泳、中和、染色等.

微核实验参照 Shmidt W 和朱炳富的

方法进行[4 ,5 ]
. 实验步骤包括 :制备骨髓

液、涂片、固定、染色和观察及计数.

1. 3. 4 　统计分析 　应用 Excel 软件制图 ,

SigmaPlot 312 软件进行 t 检验.

2 　结果与分析

2. 1 　SCGE对细胞 DNA 的损伤检测

见图 1. 从图 1 (a —d) 可以看出随着

细胞 DNA 损伤程度的加大 , ①细胞核逐

渐变小 , ②“彗星尾”(DNA 碎片) 逐渐变

长 (增多) , ③凝胶的荧光逐渐加强. 实际

操作中可以用慧星尾长评价细胞的损伤
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程度.

2. 2 　2 种细胞 SCGE实验结果

从表 1 和表 2 中可以看出在两种浓度下 ,大鼠肝细胞和人淋巴细胞均出现慧星现象 ,表明

2 种细胞均受到损伤. 与阴性对照组相比 ,其结果均有显著性差异. 但在 3171 mgΠm
3 浓度组

中 ,其细胞慧星率和尾长反而比 1124 mgΠm
3 浓度组的细胞要少、要短.

表 1 　大白鼠肝细胞的 SCGE实验

Table 1 　The length of migration and ratio of

DNA damage in rat liver cells

甲醛剂

量分组

观察

细胞数

拖尾细胞

数目 百分率 , %

尾长 (μm)

�X ±S

阴性对照 100 10 10 5. 6 ±117

1124 mgΠm3 100 34 34 # # 1713 ±613 3 3

3171 mgΠm3 100 15 15 # # 1012 ±316 3 3

　　与阴性对照比较 , # # :χ2 检验 , P < 0101 ; 3 3 : t 检验 ,

P < 0101.

表 2 　人血淋巴细胞的 SCGE实验

Table 2 　The length of migration and ratio of DNA

damage in human lymphocytes

甲醛剂

量分组

观察

细胞数

拖尾细胞

数目 百分率 , %

尾长 (μm)

�X ±S

阴性对照 100 9 9 11. 0 ±216

1124 mgΠm3 100 37 37 # # 2115 ±613 3 3

3171 mgΠm3 100 18 18 # # 1318 ±312 3

　　与阴性对照比较 , # # :χ2 检验 , P < 0101 ; 3 : t 检验 ,

P < 0105 ; 3 3 : t 检验 , P < 01011

图 2 　小鼠骨髓嗜多染红细胞微核

Fig. 2 　Rat cells micronacleus of

mice marrow

213 　小鼠骨髓嗜多染红细胞微核形态

见图 2. 先以低倍镜、高倍镜粗检 ,选择细胞分散均匀 ,细

胞无损 ,染色好的区域 ,再在油镜下计数 ,但需用有核细胞形

态完好作为判断制片优劣的标准. 本法系观察嗜多染红细胞

中的微核 ,嗜多染红细胞呈灰蓝色 ,而成熟的红细胞呈粉红

色 ,微核大多数呈圆形 ,单个 ,边缘光滑整齐 ,嗜色性与核质

一致 ,呈紫红色或蓝紫色 ,每只动物计数 5000 个嗜多染红细

胞 ,观察含有微核的嗜多染红细胞数 ,畸变率以千分率表示 ,

一个嗜多染红细胞中出现两个或更多微核 ,仍按一个微核细

胞计数.

2. 4 　对照组及不同染毒组的小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率

实验结果见表 3. 从表 3 右可以看出在 1124 mgΠm
3 和 3171 mgΠm

3 浓度下 ,其微核率与阴性

对照组相比均有显著性差异 1 而在 3171 mgΠm
3 浓度下其结果比 1124 mgΠm

3 也有显著性升高.

可见在 1124 mgΠm3 和 3171 mgΠm3 浓度下 ,甲醛对小鼠有明显的损伤作用.

3 　讨论

3. 1 　SCGE检测的遗传毒性

本研究应用 SCGE观察了木质板材释放的气态甲醛在不同浓度水平时 ,对大鼠肝细胞和

人体血淋巴细胞的遗传毒性. 实验中发现 ,当灌流气体中甲醛浓度在 1124 mgΠm3 和 3171 mgΠm3

时 ,均出现彗星细胞数目增加的情况 ,且出现率和尾长均与对照组有显著性差别 ,说明人造板

材释放的甲醛气体在这两种浓度水平均具有遗传毒性.

但 3171 mgΠm
3 组的彗星细胞数显著少于 1124 mgΠm

3 组 (χ2 检验 , P < 0101) ,且彗尾长度也

短于 1124 mgΠm3 组 ( t 检验 , P < 0101) ,似乎不服从“剂量2效应”关系. 为了分析这种现象的原

因 ,进行了甲醛可溶性实验 :当灌流气体中甲醛浓度在 1124 mgΠm
3 和 3171 mgΠm

3 时 ,染毒 1 h

(与细胞染毒的时间相同) ,相应细胞悬液中甲醛浓度的测定值为 01013 mmolΠL ,01045 mmolΠL
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(该实验采用酚比色法进行[7 ] ) . 实验之后将结果与杨丹凤等人的研究进行比较[6 ] , 其结果对

照见图 3. 虽然两组实验的材料不尽一样 (本实验用的是大鼠肝细胞 ,文献[6 ]用的是小鼠脾淋

巴细胞) ,但其结果和变化趋势基本相同 :在高浓度时慧星细胞发生率反而比低浓度时要低.

表 3 　对照组与不同染毒组的骨髓嗜多染红细胞微核率( ‰)

Table 3 　The length of migration and ratio of DNA damage in rat liver cells

分组 样品量 各个小鼠的细胞微核率 , ‰ 平均值 标准差

阴性对照组 5 1182 2105 1175 2124 2108 11965 01224

1124 mgΠm3 5 3100 3104 2184 2182 3118 21925 3 3 01111

3171 mgΠm3 5 6132 6101 6125 7103 6118 61380 3 3 01447

与阴性对照比较 , 3 3 : t 检验 , P < 0101.

图 3 　不同浓度甲醛所致

“彗星”细胞百分率

Fig. 3 　Comet cell rate coused by different

formaldehyde concentrations

　　可以推断 :气态甲醛在低浓度时 1124 mgΠm
3 (溶入液体的

甲醛浓度为 01013 mmolΠL)对 DNA 的损伤以断裂为主 ,在高浓

度 3171 mgΠm
3 (溶入液体的甲醛浓度为 01045 mmolΠL) 对 DNA

的损伤以交联为主. 故 SCGE 在评价高剂量甲醛的遗传毒性

时 ,有一定的局限性. 但由于环境空气中甲醛的浓度水平一

般低于 1 mgΠm
3

,所以用 SCGE 来评价气态甲醛的遗传毒性还

是可行的.

3. 2 　微核实验检测的遗传毒性

从表 3 中可以看出 ,染毒组和阴性对照组的微核出现率

存在显著差异 ;且随着剂量加大 ,出现微核的细胞数量显著增

加 ,由此可知 ,随着气态甲醛浓度增加 ,对实验细胞的遗传毒

性也在增强 ,二者之间存在明显的剂量2效应关系.

同时 ,注意到 SCGE和微核实验的结果有差异. 分析原因 ,认为是由于两种试验方法原理

的不同造成的. 因为在 SCGE试验中 ,其断裂的小片断向阳极泳动 ,但若片断较大 (包括交联) ,

则其不会从细胞核中泳出. ;但在微核试验中 ,断裂片断不会进入下一个细胞周期 ,因而断裂片

断的大小不会影响微核的形成. 因此建议 :在测定可疑的化学交联剂的遗传毒性时 ,最好同时

使用 SCGE和微核实验 ,并且作出综合评判.
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